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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung von gegen Varianten des Glykoproteins 
CD44 (vCD44) gerichtete Antikdrper, insbesondere monoklonale Antikdrper, zur Immunsuppression bei 

Saugetieren und beim Menschen. 

Bei CD44 handelt es sich urn ein auf der Zelloberflache lokalisiertes Glykoprotein. welches ursprOnglich 
als "lymphocyte homing receptor" beschrieben wurde und soil bei der Adhasion von Lymphocyten an 
bestimmten mucdsen Endothelzellen von Venen (Peyer's patch Oder Peyer-Plagues bzw. Folliculi lymphati- 
ci aggregati) bzw. postkapillaren Venen der Lymphknoten beteiligt sein (ST. JALKANEN et al., Eur. J. 
Immunol 16, 1195-1202, 1986; R.L. CAMP et al., J. Exp. Med. 173, 763-766, 1991). Daruber hinaus wird 
dem CD44Glykoprotein eine Beteiligung bei der Reifung und Aktivierung von Lymphozyten zugeschneben 
bzw einen die erhohte MigrationsfShigkeit aller Lymphoblasten (mit)bedingenden Effekt (z.B. R.L. CAMP et 
al 1991 loc cif S HUET et al., J. Immunol. 143, 798-801, 1989) und soil eine Rolle als Ankerstelle fur 
andere AdhlsiwsmolekUle spielen (Y. SHIMIZlFet al., J. Immunol. 143, 2457-2463. 1989). Bis heute smd 
jedoch nicht alle diese Funktionen von CD44 eindeutig geklart. 

KUrzlich konnte bei Ratten-Tumorzellen, die tiber das lymphatische System metastasieren (BSp73- 
Zellen eines spontanen Ratten Pankreas-Adenokarzinoms), festgestellt werden. dafl diese Zellen Varianten 
von CD44 (vCD44) exprimieren und fur die Verbreitung ("trafficking") von Tumorzellen verantwortlich smd. 
An anderen Tumorzellinien konnten ebenfalls diese Verhaltnisse nachgewiesen werden. 

Es konnte gezeigt werden, dafl dieses vCD44 Glykoprotein einen a priori nicht metastasierenden Tumor 
Metastasefahigkeiten verleiht, wShrend das Standard-Typ CD44 (sCD44) dazu nicht in der Lage ist. Somit 
kann heute davon ausgegangen werden, dafl vCD44 gegenuber sCD44 ein metastasespezifisches Prote.n 
ist, welches Tumoren die FShigkeit verleiht. Ober die Lymphbahnen zu metastasieren (U. GUNTHERT et al., 
Cell 65, 13-24, 1991). 

Dii weitere Aufklarung des vCD44 Glykoproteins der Ratte bis hin zur endgOltigen Charaklensierung 
der DNA- und Aminosauresequenz gelang U. GUNTHERT et al.. 1991, loc. cit., anhand des BSp73- 
Rattenzellsystems. welches aus zwei morphologisch bzw. phenotypisch verschiedenen syngenen Zellvanan- 
ten besteht: einer nichtmetastasierenden Variante AS (BSp73AS) und einer. metastasierenden Vanante 
ASML (BSp73ASML) (S. MATZKU et al., Cancer Research 49, 1294-1299, 1989). 

Zu diesem Zweck wurden monoklonale Antikdrper (mAbs) hergestellt, die die antigene Determinante 
auf der metastasierenden Variante BSp73ASML erkennen. 

Sowohl aus dem Primartumor (subcutaner nicht-metastasierender Knoten bestehend aus BSp73AS- 
Zellen) als auch einer Metastase davon (BSp73ASML-Zellen, welche in Lymphknoten und Lunge metasta- 
sieren) wurden Zellinien gewonnen. Es wurden mAbs hergestellt, die gegen die Membranproteme von 
BSp73ASML-Zellen gerichtet sind (S. MATZKU et al., 1989, loc. cit.). Einer von diesen mAbs, der nur 
Epitope auf BSp73ASML-, nicht jedoch solche auf BSp73AS-Zellen Oder anderen nicht-tumorogenen Zellen 
erkennt, wurde dazu benutzt, urn eine E. coli cDNA-Expressionsbibliothek, hergestellt aus poly(A) RNA von 
BSp73ASML-Zellen und einem geeigneten Vektorsystem, zu durchsuchen (screening). Auf diesem Weg 
konnte ein Klon identifiziert werden (pMeta-1) der die vollstandige cDNA mit einer LSnge von 3207 bp 
enthalt und welche fUr eine zusStzliche Domane von 162 Aminosauren codiert. Diese Domane ist weder in 
sCD44-Zellen noch in anderen nicht-metastasierenden Tumorzellen zu finden und enthalt die mAb spezifi- 
sche Epitop-codierende Region. Anhand von mRNA Praparationen aus Zellen verschiedener Geweben und 
damit durchgefOhrter mRNA:DNA Hybridisierungen mit unterschiedlichen von den cDNA Klonen erhaltenen 
DNA Proben war festzustellen, dafl vCD44 eine Spleifl-Variante von sCD44 darstellt und dafl die Expression 
der vCD44 RNAs mit der Entstehung von Metastasen einhergeht. Damit steht test, dafl die durch die 486 bp 
lange Insertion codierte zusStzliche extrazellulare Domane (AminosSuren 224 bis 385 in pMeta-1) der 
metastasenrelevante Anteil des Oberflachenglykoproteins vCD44 ist. 

Das metastatische Tumorwachstum (Adenokarzinom der Ratte) konnte nach Immunisierung mit mono- 
klonalen Antikdrpern, die das vorgenannte Epitop erkennen bzw. die spezifisch mit diesen extrazellularen 
Bereich von vCD44 reagieren, unterdrUckt werden (S. REBER et al.. Int. J. Cancer 46, 919-927. 1990). 

Die Identifizierung dieser varianten extrazellulSren Domane in der Ratte (pMeta-1 bzw. rMeta-1) 
ermoglicht auch die dazu aquivalenten menschlichen Nukleotid- und Aminosaure-Sequenzen aufzuklaren: 

Mit einer von der DNA der vCD44 DomSne der Ratte abgeleiteten cDNA Sonde kOnnen durch 
Hybridisierung, gegebenenfalls unter stringenten Bedingungen, mit genomischer DNA aus verschiedenen 
speziesspezifischen Zellinien (beispielsweise Mensch, Ratte. Maus) homologe Bereiche in diesen DNAs 
gefunden werden. Eine solche Probe kann anschlieflend fUr die Hybridisierung gegen RNAs aus verschie- 
denen humanen Zellinien. insbesondere Tumorzellinien, beispielsweise groflzellige Lungenkarzinome. Mel- 
anome Colonkarzinome, Brusttumore, Keratinocyten, benutzt werden. Auf diese Weise kann ohne We.teres 
eine geeignete Humanzellinie. beispielsweise die eines groBzelligen Lungenkarzinoms, aufgefunden werden, 
welche zu der cDNA Probe der Ratte homologe Sequenzen enthalt. Uber PCR (polymerase chain reaction, 
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Polymerase-Kettenreaktion), ein bekanntes in vitro - Verfahren zur selektiven Anreicherung von DNA- 
Bereichen definierter Lange und definierteF Sequenz aus einem Gemisch von DNA-MolekUlen unter 
Verwendung einer DNA-Polymerase und einem geeigneten Primer, konnen cDNAs von RNA Praparationen 
aus verschiedenen Humanzellinien, beispielsweise Zellen von grofizelligen Lungenkarzinomen, Melanomen, 
5 Kolonkarzinomen, immortalisierte Keratinocyten, erhalten werden, welche fOr sCD44 und vCD44 codieren. 

Eine derartige, Uber PCR erhaltene cDNA kann in einen geeigneten Klonierungsvektor nach bekannten 
Methoden einligiert und, nach entsprechender Kultivierung der damit transformierten Wirtszellen, vorzugs- 
weise Bakterien, beispielsweise E.coli, anschlieflend sequenziert werden. Auf diese Weise erhalt man aus 
den unterschiedlichsten Humanzellen, ausgewahlt aus alien moglichen Tumorzellen bzw. Zellinien, insbe- 

w sondere aus solchen, die Metastasierungseigenschaften aufweisen, DNA-Sequenzen, die entweder fOr ein 
normales Human sCD44 Glykoprotein bekannter Gro/tenordnung im Bereich von 350 Aminosauren codieren 
(I. STAMENKOVIC et al., Cell 56, 1057-1062, 1989), welches eine extrazellulare Domane im Bereich von 85 
kDa enthalt (S. JALKANEN etiT., J. Cell Biol. 105, 983-990, 1987) Oder die fOr ein variantes Human vCD44 
Glykoprotein codieren, welches eine zusatzliche extrazellulare Domane unterschiedlicher Lange, insbeson- 

75 dere zwischen 850 bp und 1.5 kb, beispielsweise 1014 bp (oder 338 Aminosauren), umfassen kann, und die 
innerhalb der fur das normale sCD44 Glykoprotein codierenden DNA-Sequenz inseriert ist, beispielsweise 
zwischen den Positionen der Nukleotide 782 und 783 (Fig. 4), Eine derartige DNA Sequenz kann in 
mehreren, beispielsweise funf, Domanen vorliegen, welche unterschiedliche Exons reprasentieren und die 
sowohl in verschiedenen Tierzellinien (beispielsweise der Ratte Oder Maus) als auch Humanzellinien 

20 gefunden werden konnen. 

Die in Fig. 4A beispielhaft dargestellte cDNA, welche homolog ist zum langsten erhaltenen varianten 
Teil aus humanen Tumorzellinien, wurde aus der Rattentumorzellinie BSpASML Uber PCR isoliert. Ein 
direkter Vergleich der davon abgeleiteten Aminosauresequenz mit derjenigen des aus einer menschlichen 
Tumorzellinie erhaltenen Human-Klons zeigt, da/3 Domane I 83%, Domane II 83%, DomSne III 71%, 

25 Domane IV 82% und Domane V 66% Homologie zur Ratten DNA Sequenz aufweist. Insgesamt ergibt sich 
daraus, da/3 ca. 76% der Human-Sequenzen In den varianten Bereichen gegenUber der Ratten-Sequenz 
konserviert sind. Die korrespondierenden Rattensequenzen, welche dem Tumor metastatisches Potential 
verleihen (U. GUNTHERT et al., 1991, loc. cit.), umfassen die Aminosauren 258 bis 420 und werden durch 
die Domanen II und III codiert. ~~ 

30 Dem Fachmann war damit klar, da/3 poly- Oder monoklonale Antikorper, die spezifisch diese Epitope, 
d.h. diesen zusatzlichen extrazellulSren Bereich auf verschiedenen Splei/J-Varianten von vCD44, erkennen 
und damit reagieren, und die durch Radioisotope markiert und/oder mit cytocidal oder cytotoxisch 
wirkenden Stoffen konjugiert sein konnen, zur diagnostischen und therapeutischen Verwendung bei einem 
metastasierenden Tumorgeschehen des Menschen zu verwenden sind. 

35 Der oben kurz dargestellte Sachverhalt ist Gegenstand der internationalen Anmeldung WO 91/17248. 

Uberraschenderweise wurde nun gefunden, dafl AntikSrper, insbesondere monoklonale Antikorper, die 
mit den verschiedenen, Metastasen-spezifischen Varianten von CD44 (vCD44) reagieren, immunsuppressive 
Wirkung entfalten; diese neue Eigenschaft war in keinster Weise aufgrund der oben geschilderten Sachver- 
halte zu erwarten. 

40 Gegenstand der Erfindung ist daher die Verwendung von Antikorpern, insbesondere von monoklonalen 
Antikorpern, die mit Metastasen-spezifischen Varianten von CD44 (vCD44) eines Saugetieres reagieren, zur 
Herstellung von Praparationen fOr die Erzeugung einer transienten oder andauernden Immunsuppression in 
Saugetieren und im Mensch. 

Es ist an dieser Stelle hervorzuheben, daB somit jedes beliebige variante CD44 (vCD44) Glykoprotein 

45 tierischer oder menschlicher Herkunft und die sie codierenden Nukleinsauren (DNAs und RNAs), welche als 
Insert innerhalb des fur sCD44 kodierenden Genbereichs vorliegen, dem Fachmann nunmehr zugSnglich 
sind und es im Rahmen seines durchschnittlichen Fachkonnens liegt, diese Proteine und die diese Proteine 
kodierenden Nukleinsauren dazu zu benutzen, um beliebige Antikorper, insbesondere monoklonale Antikor- 
per, Fragmente und Derivate davon, fGr die erfindungsgemafie Verwendung herzustellen und zu benutzen. 

so Unter dem Begriff vCD44 oder, synonym dafUr, variante extrazellulare Domanen oder Bereiche von 
CD44 bzw. sCD44 sind im Rahmen der vorliegenden Erfindung, wenn von Nukleinsauren die Rede ist, jede 
fOr ein oder mehrere vCD44 Proteine Oder DomSmen codierende RNA, DNA oder Transkripte davon 
gemeint, einschliefllich solche, die durch Mutationen, beispielsweise durch Deletionen, Insertlonen, Substitu- 
tionen, Inversionen, Transitionen, Transversionen verandert sind und solche, die mit der in Fig. 4A 

55 dargestellten DNA Sequenz unter den bekannten konventionellen Bedingungen hybridisieren und deren 
komplementare, kodierende StrSnge.fOr ein Protein kodieren, welches Tumoren Metastaseeigenschaften 
verleiht, unabhangig davon, ob die Herstellung und Isolierung dieser Nukleinsauren konventionell Uber 
Zellkulturen, oder liber DNA-Rekombination, Uber synthetische oder semisynthetische Verfahren erfolgt. 
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Unter dem Begriff vCD44 Oder, synonym dafOr, variants extrazellulare Domanen Oder Bereiche von 
CD44 bzw. SCD44 sind, wenn von einem entsprechenden Oberflachenprotein die Rede ist, im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung alle jene vom Tier Oder vom Menschen abstammenden Glykoproteine zu verstehen, 
die unabhangig von ihrer Herstellung Oder Isolierung Uber konventionelle Zellkulturen Oder Ober DNA 

5 Rekombination oder Ober synthetische Oder semisynthetische Verfahren, als zusatzlicher Anteil innerhalb 
von sCD44 vorliegen und einem Tumor Metastaseeigenschaften verleihen. 

Unter dem Begriff Antikorper sind mono- oder polyvalente Antikorper und poly- und monoklonale 
Antikorper zu verstehen. aber auch solche, die Fragmente davon darstellen und Derivate davon, einschl.efl- 
lich der F(ab') z , Fab' und Fab Fragmente, aber auch chimSre Antikorper oder Hybridantikorper mit 

to mindestens zwei Antigen- bzw. Epitopbindungsstellen, oder bispezifische rekombinante Antikorper 
(beispielsweise Quadrome. Triome). Interspecies-Hybridantikorper. Anti-idiotypische Antikorper und solche 
davon die chemisch modifiziert wurden und als Derivate dieser AntikSrper zu verstehen sind und die 
entweder Ober die bekannten konventionellen Verfahren der AntikSrpergewinnung oder Ober DNA-Rekombi- 
nation. via Hybridomatechniken oder Antikorper-Engineering oder synthetisch oder semisynthetisch nach an 

(5 sich bekannter Weise herstellbar sind und Neutralisierung- oder Bindungseigenschaften hinsichtl.cn des 
oben beschriebenen und definierten vCD44 aufweisen. Aus der vielfaltigen Literatur sei nur beispielhaft 
hingewiesen auf Arbeiten von K6HLER, G. & MILSTEIN. C, Nature 256. 495-497. 1975; BIOCCA. S. et al., 
EMBO J 9 101-108, 1990; BIRD, R.E. et al., Science 242, 423-426, 1988; BOSS. M.A. et al., Nucl. Acids 
Res 12 "3791-3806. 1984; BOULIANNE. G.L. et al.. Nature 312. 643-646, 1984; BUKOVSKY. J. & 

20 KENNETT RH Hybridoma 6. 219-228. 1987. DIANO. M. et al.. Anal. Biochem. 166. 223-229. 1987; 
HUSTON J S. et al.. Proc. NaC Acad. Sci. USA 85. 5879-5883. 1988; JONES. P.T. et al.. Nature 321. 522- 
525 1986- LANGONE. J.J. & VUNAKIS. H.V. (Hrsg.), Methods Enzymol. 121. Academic Press. London, 
1987- MORRISON S et al.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6851-6855. 1984; Ol. V.T. & MORRISON. S.L.. 
BioTechniques 4 214-221. 1986; RIECHMANN, L. et al.. Nature 332. 323-327. 1988; TRAMONTANO. A. et 

25 al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 6736-6740, 1 986; WOOD, C.R. et al.. Nature 314. 446-449. 1 985 

Hinsichtlich der Herstellung von polyklonalen Antikorpern gegen Epitope von vCD44 stehen eine Anzahl 
Verfahren zur VerfUgung. Es konnen z.B. fUr diesen Zweck in an sich bekannter Weise verschiedene Tiere 
durch Injektion mit vCD44. welches natOrlichen Ursprungs, Uber DNA-Rekombination Oder synthetisch 
hergestellt sein kann, oder Fragmenten davon, immunisiert werden und aus den danach gewonnenen Seren 

so die gewunschten polyklonalen Antikorper nach bekannten Methoden gewonnen und gereinigt werden. Als 
Alternative konnen auch intakte Zellen benutzt werden. Verschiedene Adjuvantien zur Erhohung der 
Immunantwort auf die vCD44-Gabe konnen, abhangig von dem fUr die Immunisierung ausgewahlten Tier, 
ebenfalls verwendet werden - beispielsweise Freund's Adjuvant, Mineralgele wie z.B. Aluminiumhydroxid, 
oberflSchenaktive Substanzen wie z.B. Polyanionen, Peptide, Olemulsionen, Hemocyanine, Dinitrophenol 

35 oder Lysolecithin. 

Die fUr die erfindungsgemaCe Verwendung bevorzugten monoklonalen Antikorper gegen em Epitop von 
vCD44 kSnnen durch jede beliebige Technik erhalten werden, die fUr die Herstellung von Antikorpern Ober 
Kultivierung von Zellinien zur VerfOgung stehen. Zu derartigen bekannten Techniken zahlen z.B. die von 
KOHLER G & MILSTEIN. C., 1975. loc. cit, oder TAGGART & SAMLOFF, Science 219, 1228-1230. 1983, 

40 beschriebenen Verfahren mit Hybridomazellen oder solche mit humanen B Zell Hybridomen (KOZBOR et 
al. Immunology Today 4. 72-79. 1983). Chimare Antikorper gegen vCD44 konnen beispielsweise aus einer 
Maus Antigen-BindungsdomSne und humanen konstanten Regionen zusammengesetzt sein (MORRISON, et 
al Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6851-6855, 1984; TAKEDA, et al.. Nature 314, 452-454. 1985). 
' Die Antikorper konnen — nach bekannten Methoden gereinigt werden. beispielsweise Ober 

45 Immunoabsorptions- Oder Immunoaffinitatschromatographie, Uber HPLC (High Performance Liquid Chroma- 
tography) oder Kombinationen davon. Antikorper Fragmente. welche den Idiotyp des MolekOls enthalten, 
konnen gleichermaflen nach bekannten Verfahren hergestellt werden. Beispielsweise konnen F(ab'h Frag- 
mente durch Pepsin Verdauung des vollstandigen poly- Oder monoklonalen Antikorpers erhalten werden. 
Fab' Fragmente konnen erhalten werdenjndem beispielsweise die DisulfidbrUcken des betreffenden F(ab')2 

so Fragments reduziert werden und Fab Fragmente k6nnen geschaffen werden beispielsweise durch Behand- 
lung der AntikOrpermolekOle mit Papain und einem Reduktionsmittel. 

Zur Identifzierung und Selektion von Antikorpern, Fragmenten oder Derivaten davon, die mit einem 
Epitop von vCD44 reagieren. kann jedes bekannte Verfahren verwendet werden. Beispielsweise dadurch, 
dafl diese nach entsprechender Markierung dedektierbar sind. wenn sie an isoliertes oder gereinigtes 

55 vCD44 gebunden haben oder Ober Immunprazipitation des z.B. Ober Polyacrylamidgele gereinigten vCD44, 
oder dadurch, dafi AntikSrper gegen vCD44 mit anderen vCD44-Antik6rpern urn das Binden an vCD44 
konkurrieren. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist aber auch die Verwendung von Hybridomzellinien zur 
Herstellung der Antikorper bzw. einer Preparation fQr die erfindungsgemafle Verwendung und ein Verfahren 
zur Herstellung einer Preparation fur die erfindungsgema/te Benutzung. 

Auf weitere Einzelheiten betreffend die generelle Verwendung von monoklonalen Antikorpern zur 
5 Immunsuppression und bei Autoimmunkrankheiten, von Hybridantikorpern fur therapeutische Zwecke und 
Uber DNA Rekombination hergestellte Antikorper sei verwiesen auf Progress in Allergy Vol. 45, "Monoclonal 
Antibody Therapy", 1988 und auf die Arbeit von SEAMAN, W.E. et aJ., Ann. Rev. Med. 39, 231-241, 1988. 

Die zusatzliche Domane in vCD44 sowohl im Tier (z.B. Ratte) als auch diejenig"e~des Menschen ist 
hinsichtlich der Stoffparameter (DNA- und Aminosauresequenz, Lokalisation innerhalb des kompletten fur 
w CD44 codierenden Gens) und ihrer Herstellung vollstandig offenbart, sodai3 es dem Fachmann anhand 
dieser Offenbarung ermoglicht wird, beliebige Antikorper bzw. monklonale Antikorper im Sinne der oben 
angegebenen Definitionen fur jedes auf dieser zusatzlichen extrazellularen DomSne von vCD44 lokalisierte 
Epitop herzustellen und sie erfindungsgemafl zu benutzen, soda/J ihre Verwendung nicht auf bestimmte 
spezifische Antikorper oder die sie produzierenden Hybridzellinien beschrankt ist. Beispielsweise ist das 
rs Epitop, das der mAb 1.1ASML erkennt, durch die Aminosauresequenz E-E-A-A-T-Q-K-E-K-W bzw. Glu Glu 
Ala Ala Thr Gin Lys Glu Lys Trp exakt definiert (Fig. 4A). 

Die erfindungsgemafle Verwendung von derartigen Antikorpern, Fragmenten und Derivaten davon ist im 
Stand der Technik nicht beschrieben. 

Erfindungsgemafl finden Praparationen mit derartigen Antikorpern Verwendung bei immunregulatori- 
20 schen Storungen und Erkrankungen bei Tier und Mensch, die die Prevention oder Prophylaxe, Kontrolle, 
Diagnose oder Behandlung derselben umfassen. 

Aufgrund ihrer immunsuppressiven Wirkung sind die bezeichneten Antikorper bzw. die sie enthaltenen 
Praparationen zur Verhinderung und Behandlung von Krankheiten und Zustanden geeignet, die einer 
vorrUbergehenden oder dauerhaften Verringerung oder Unterdruckung einer Immunantwort bedUrfen. Insbe- 
25 sondere erstreckt sich ihr Einsatz zur Suppression der Aktivierung der Proliferation von Lymphocyten oder 
cytotoxischen T-Zellen und/oder Immunocyten. beispielsweise zur Verhinderung oder Behandlung von 
Autoimmunkrankheiten, wie z.B. Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises, Multiple Sclerose, Psoria- 
sis, atopische Dermatitis, oder zur Verhinderung der AbstoBung von transplantierten Geweben oder 
Organen wie z.B. Niere, Herz, Lunge, Knochenmark, Milz, Cutis Oder Cornea, bei unerwGnschten Reaktio- 
30 nen wahrend oder nach Transfusionen, von allergischen Erkrankungen, besonders solchen, die den gastro- 
intestinalen Trakt betreffen und dort endzGndlich manifest werden konnen, oder von endzGndlichen, 
proliferativen und hyperproliferativen Erkrankungen und cutanen Manifestationen immunologisch bedingter 
Erkrankungen, wie z.B. ekzematose Dermatitiden, Urticaria, Vasculitiden, Sclerodermie. 

Die erfindungsgemafle Verwendung beruht auf der unerwarteten Beobachtung, dafl ein gegen den 
35 varianten Anteil von CD44 (vCD44) gerichteter Antikorper die T-Zell abhSngige und T-Zell unabhSngige 
Immunantwort in vivo und in vitro stark verminderte. Dadurch, da/3 durch ein oder mehrere der oben 
beschriebenen Antikorper, Fragmente oder Derivate davon erreicht wird, da/3 die Wirkung von vCD44, von 
der anzunehmen ist, dafl sie nicht nur fGr die humurale Immunantwort sondern auch fOr die AktivitSt der 
Proliferation und cytotoxischen T-Zellen erforderlich ist, neutralisiert wird, wird durch die erfindungsgemSfle 
40 Verwendung dieser Antikorper eine gezielte und - abhSngig von der Menge, Dauer und Beschaffenheit der 
zu applizierenden Antikorperpraparation - hinsichtlich der Intensitat und der Andauer steuerbare Suppres- 
sion einer Immunantwort moglich. Somit ist insbesondere der klinische Einsatz dieser Antikorper fGr die 
oben naher beschriebenen Storungen, Erkrankungen und Zustande, d.h. wenn eine Immunsuppression in 
einem tierischen oder menschlichen Organismus erwUnscht ist, besonders vorteilhaft. 
45 Abhangig von der Art und Ursache der zu behandelnden Erkrankung oder Storung oder des zu 
beeinflussenden Zustands in einem tierischen oder menschlichen KSrper kann es wOnschenswert sein, die 
Antikorperpraparation systemisch, lokal oder topisch an das oder in das betreffende Gewebe oder Organ zu 
applizieren. Eine systemische Wirkungsweise ist beispielsweise dann erwUnscht, wenn unterschiedliche 
Organe Oder Organsysteme behandlungsbedOrftig sind, wie z.B. bei systemischen Autoimmunkrankheiten 
50 oder Allergien oder bei Transplantationen fremder, grofierer Organe Oder Gewebe. DemgegenUber ware 
eine lokale Wirkung in Betracht zu Ziehen, wenn nur Ortliche Manifestationen eines immunologischen 
Geschehens zu beeinflussen sind, wie beispielsweise bei kleinflSchigen Transplantationen von Cutis, und 
Cornea oder bei lokaler Dermatitis. 

Die betreffenden Antikorper konnen Uber jede dem Fachmann bekannte enterale oder parenteral 
55 Applikationsroute verabreicht werden. FGr die systemische Applikation bietet sich beispielsweise die 
intravenose, intravaskulare, intramuskulare, intraarterielle, intraperitoneale, orale oder intrathecale Route an. 
Eine eher lokale Verabreichung kann beispielsweise subcutan, intracutan, intrakardial, intralobar, intramedul- 
lar, intrapulmonal oder in oder an das zu behandelnde Gewebe (Binde-, Knochen-, Muskel-, Nerven-, 
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Epithel- Oder Knochengewebe) erfolgen. AbhMngig von der zu erzielenden Dauer und Starke der immunsup- 
pressiven Wirkung k6nnen die AntikGrperpraparationen einmal Oder rnehrmals, auch intermittierend, pro 
Tag uber mehrere Tage, Wocheri oder Monate und unterschiedlichen Dosen verabfolgt werden. Zur 
Herstellung einer fur die genannten Applikationen geeignete Antikorperpraparation konnen die dem Fach- 

5 mann bekannten injizierbaren, physiologisch vertraglichen Losungen in steriler Form verwendet werden. Zur 
Herstellung einer gebraucnsfertigen Losung zur parenteralen Injektion oder Infusion stehen die bekannten 
wassrigen isotonischen Losungen, beispielsweise Saline oder eine entsprechende Plasmaproteinlosung 
ohne Gammaglobulin, zur VerfUgung. Die Preparation kann aber auch in Form eines Lyophilisates bzw. 
Trockenpraparates vorliegen, welches mit einer der bekannten injizierbaren Losungen unmittelbar vor dem 

10 Gebrauch unter sterilen Bedingungen rekonstituiert werden kann, z.B. als kit-of-parts. Die endgOltige 
Herstellung einer erfindungsgemaB zu verwendenden Antikorperpraparation fur die Injektion, Infusion oder 
Perfusion erfolgt durch Vermischen von nach bekannten Methoden gereinigten Antikorpern gemS/3 oben 
angegebener Definitionen mit einem der genannten physiologisch vertraglichen Losungen, welche gegebe- 
nenfalls supplementiert sein konnen mit bekannten Trager- oder Hilfsstoffen (z.B. Serumalbumine, Dextro- 

75 se, Natrium bisulfit, EDTA). 

Die Menge der zu verabreichenden Antikorper hangt ab von der Art und Schwere der zu behandelnden 
Krankheit oder Storung oder des zu beeinflussenden Zustands und des betreffenden Patienten (Tier oder 
Mensch). Auszugehen ist jedoch von einer zu verwendenden Dosierung von 1 bis 1000 mg, vorzugsweise 
5-200 mg des betreffenden Antikorpers pro Dosiseinheit, wie sie auch fUr andere Antikorper bzw. 

20 monoklonale Antikorper ublich ist, wobei zwischen 0.01 bis 20 mg / Tag und 0.1 bis 100 mg / kg 
Korpergewicht / Tag auch uber langere Zeit (Tage, Wochen, Monate) gegeben werden kann, urn die 
gewunschten Effekte zu erreichen - je nachdem, wie intensiv und uber welchen Zeitraum eine Immunsup- 
pression erzielt werden soil. 

25 LEGENDEN ZU DEN FIGUREN: 

Fig. 1: Kreuzhybridisierung von vCD44 Sequenzen zwischen Ratte, Maus und Mensch. Bahn 1 = 
Ratte (Leberzellen), Bahn 2= Maus (L-Zellen), Bahn 3= Mensch (Mammakarzinomzellinie 
T47D) 

30 Fig 2 Expression von vCD44 und sCD44 Sequenzen in menschlichen Tumorzelhnien. Bahn 1 = 

LCLC103, Bahn 2= LCLC97, Bahn 3= CH3LC, Bahn 4= EPLC32M1 , Bahn 5= SCLC24, 
Bahn 6= SCLC18. Bahn 7 entspricht der Rattenzellinie BSp73ASML und Bahn 8 der 
Rattenzellinie BSp73AS. GAPDH = Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase zur relativen 
Mengenbestimmung der aufgetragenen RNA-Mengen. 

35 Fig. 3: Agaroselgelelektrophoretische Auftrennung von Gber PCR Amplifikation erhaltenen, zu den in 

verschiedenen humanen Zellinien exprimierten CD44 RNAs komplementaren cDNAs. Bahn 
1 = SW620, Bahn 2= MeWo, Bahn 3= HT29, Bahn 4= LCLC97, Bahn 5= HPKII, Bahn 6 = 
Langenmarker, Boehringer Mannheim, Nr. 7. 
Fig. 4A: DNA- und Aminosauresequenz der vCD44 Region der Zellinie LCLC97 des Menschen. Zum 

40 Vergleich ist die DNA- und Aminosauresequenz der Ratten Tumorzellinie BSpASML, welche 

von der erhaltenen DNA abgeleitet wurde, angegeben. Die Pfeile geben die Grenzen der funf 
Exons bzw. DomSnen D I bis D V an. H= Mensch, R= Ratte. Das Epitop, welches der 
monoklonale Antikorper 1.1 ASML erkennt, ist gekennzeichnet durch 



45 



1 



Fig. 4B: Schematische Wiedergabe der fOnf Exons (DomSnen) D I bis D V innerhalb der extrazelluia- 

ren Region von LCLC97. Zahlenangaben = Anzahl AminosSuren 
Fig 5: Einflu/3 von Anti-vCD44 (1.1 ASML) auf die allogene Aktivierung von T-Lymphocyten 

(gemessen als 3 H-Thymidin Einbau nach Stimulierung = CPM). I = Milzzellen, 

II = Lymphknotenzellen, jeweils von DA Ratten. Immunisierung der DA Ratten mit BDX 

(Lymphocyten, mit 3000R bestrahlt). 
B9 = Immunisierung mit BDX, stimuliert mit BDX in vitro 

H = Immunisierung mit BDX in Gegenwart von 1.1 ASML. stimuliert mit BDX in vitro 
d = Immunisierung und Stimulierung mit BDX in Gegenwart von 1.1 ASML 

Fig. 6: Einflufl von Anti-vCD44 (1.1 ASML) auf die Aktivierung von cytotoxischen T-Zellen, primSre 
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CTL. Immunlsierung von DA Ratten mit BDX (Lymphocyten, mit 3000R bestrahlt). 
□ = Immunisierung mit BDX 

■ = Immunisierung mit BDX in Gegenwart von 1.1ASML 

E:T = Verhaltnis von Effektorzellen (E, Milzzellen) zu Zielzellen (T, 51 Cr-markierte BDX Lymphobla 
5 sten). 

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erlautern. 

Beispiel 1 : Charakterisierung von vCD44 der Ratte 



10 Das Verfahren und die Mittel dafOr, welche zur Charakterisierung des vCD44 Glykoproteins der Ratte 
fuhren und die dafur kodierende DNA-Sequenz sind in der Publikation von U. GQNTHERT et al M Cell 65, 
13-24, 1991, vollstandig offenbart, sodafl hierauf ausdrUcklich verwiesen werden kann. Eine nochmalige 
dctailicrtc Wicdergabe der in dieser Veroffentlichung offenbarten Sachverhalte erubrigt sich daher. Diese 
Veroffentlichung ist somit in ihrer Gesamtheit als Bestandteil von Beispiel 1 zu verstehen. 

75 

Beispiel 2 Charaktcns»erung von vCD44 des Menschen 



2.1 loentifu'ierjng von homologen vCD44 Sequenzen zwischen Ratte, Maus und Mensch 

20 Aus Ratteilesxx. l-7ellen der Maus und der Mammakarzinomzellinie T47D des Menschen (ATCC Nr. 
HTB133) vmrrtn ( o*o»ls ritrt genomische DNA nach bekannter Methode (T. MANIATIS, E.F. FRITSCH, J. 
SAM BROOK in Molocular Cloning, a laboratory manual, 1982, Cold Spring Harbor) isoliert. Jeweils 10 ug 
davon wurdon nach Siandardverfahren mit EcoRI vollstandig verdaut und fGr die anschlieflende Kreuzhybri- 
disierung mil emer Hybridisierungsprobe, bestehend aus dem cDNA Anteil der Positionen 941-1108 von 

25 pMeta-1 des vananten CD44 Bereichs der Ratte (U. GUNTHERT et al., Cell 65, 13-24, 1991), fOr die 
DNA:DNA Southern-Hybridisierung nach bekannter Methode prapariert und filterfixiert Die Hybridisierung 
erfolgte uber Nacht bei 65 *C in 6xSSC. Die Filter wurden anschliefiend drei mal fOr jeweils 30 Minuten bei 
65* C in Waschpuffer (2xSSC, 0.1% SDS) gewaschen und schlieBlich einmal in O.SxSSC, 0.1% SDS. Es 
wurden bei Mensch, Ratte und Maus DNA Fragmente gefunden, die eindeutig homolog zueinander sind 

30 (Fig. 1). 

2.2 Expression von vCD44 Sequenzen in Tumorzellen des Menschen 

Aus den bekannten Lungenkarzinomzellinien SCLC18, SCLC24, EPLC32M1, CH3LC, LCLC97, 

35 LCLC103, fur die sowohl die Kulturbedingungen als auch ihre Eigenschaften beschrieben sind (G. BEPLER 
et al., J. Cancer Res. and Clin. Oncol. U3, 31-40, 1987; G. BEPLER et al., Differentiation 37, 158-171, 1988; 
H.-H. HEIDTMANN et al., Cancer Res.~49, 6960-6965, 1989) wurden jeweils 3ug poly(A) RNA fUr die RNA 
Hybridisierung uber Northern Blotting prapariert. Vor dem "Blotting" mit Ethidiumbromid angefarbte RNA 
im Gel liefl sicherstellen, da/J jeweils gleiche Mengen an RNA auf das Gel aufgetragen bzw. pro Bahn 

40 vorhanden waren. Die Preparation der poly(A)* RNA, ihre Denaturierung und das Blotting sowie die 
weiteren Verfahren der RNA Blot Analyse erfolgte nach U. GUNTHERT et al., 1991, loc. cit. Die fUr die 
Hybridisierung verwendete Probe A aus dem varianten CD44 Bereich von pMeta-1 war identisch mit der wie 
unter Punkt 2.1. angegeben. Als Probe B, die aus der stromabwarts nach der vCD44 liegenden normalen 
CD44 Region von pMeta-1 entstammt, wurde der in U. GUNTHERT et al., 1991, loc. cit. angegebene 

45 Bereich ausgewahlt. Wie aus der Fig. 2 ersichtlich ist, exprimierte die Human-Zelinie - LCLC97 eines 
groBzelligen Lungenkarzinoms Sequenzen, die homolog sind zu der Probe A von vCD44 der Ratte. 
Hinsichtlich Probe B (normaler sCD44-Bereich der Ratte) waren auch in anderen Zellinien deutliche 
Hybridisierungssignale bzw. Expressionen von sCD44 nachzuweisen. Die Zellinien SCLC18 und SCLC24 
waren fur beide Proben negativ. Zum Vergleich wurden die RNAs aus den Rattenzellinien BSpAS (nicht- 

50 metastasierend) und BSpASML (metastasierend) aufgetragen (Fig. 2, Bahnen 7 und 8). 

2.3 Isolierung und Charakterisierung von CD44 Varianten des Menschen 

Aus den bekannten Zellinien SW260, HT29 (erhaltlich bei der ATCC, Nr. CCL227 bzw. Nr. HTB38), 
55 LCLC97 (wie unter 2.2. beschrieben), HPKII (Keratinocyten-Zellinie, beschrieben in P. BOUKAMP et al., J. 
Cell Biol. 106, 761-771, 1988) und MeWo (Melanoma-Zellinie, T.E. CAREY et aL, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
73, 3278-3282, 1976) wurden die poly(A)* RNAs nach bekannter Methode isoliert (M. SCHWAB et al., 
Nature 303, 497-501, 1983) und anschlieflend fOr die PCR Amplifikation mit AMV-reverser Trankriptase (20 
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Einheiten) in einzelstrSngige DNA transkribiert. 

FOr die PrSparation der cDNAs Ober PCR Amplifikation wurden zwei Primer aus normalen human CD44 
cDNA Sequenzen benutzt und zwar Oligonukleotide, die die Positionen 513 bis 540 und 900 bis 922 
reprasentieren (I. STAMENKOVIC et al.. Cell 56, 1057-1062, 1989). Diese Auswahl erfolgte daher. da 

5 zwischen diesen Positionen die Insertion der metastasen-spezifischen Extrasequenzen bei der Ratte 
vorgefunden wird (U. GUNTHERT et al., 1991, toe cit.). Nach 60 Zyklen wurde die PCR beendet und die 
erhaltenen DNA Produkte nach bekannter Methode (T. MANIATIS et al.. 1982, loc. cit.) Ober Agarosegel- 
elektrophorese (1% Agarose, Sigma) aufgetrennt und mit Ehtidiumbromid gefarbt. Hinsichtl.ch der 
"normalen" CD44 RNA Expression (sCD44) wurde bei Verwendung dieser Primer eine cDNA von 440 bp 

io Lange (einschlieClich der Restriktionsstelle fur die Klonierung) erhalten, wie sie fUr die Expression dieser 
RNA erwartet werden konnte (MeWo und SW620 Zellen). Bei den RNAs aus den anderen Zellinien w.rd 
jeweils eine Bande der selben Lange vorgefunden, zusatzlich jedoch groCere PCR Produkte (cDNAs). 
Prominente Fragmente der Lange von 850 bp wurden mit HT29 und LCLC97 Zellen erhalten. In HPKII 
Zellen war die stSrkste Bande, neben jener von 440 bp, im Langenbereich von 1 .5 kb aufzufinden. Diese 

75 VerhSltnisse sind in Fig. 3 dargestellt. 

Alle aus den PCR Amplifikationen erhaltenen cDNAs wurden in den Vektor pT7T3-19 (BRL, faiDCO) 
hineinkloniert und anschlieBend nach Standardmethoden sequenziert. Klone von MeWo Zellen und von 
SW60 Zellen enthielten die normalen CD44 (sCD44) Sequenzen (I. STAMENKOVIC et al.. 1989, toe. cit.). 
Die DNA- und Aminosauresequenz der gesamten varianten Region der I3ngsten aus LCLC97 Zellen 

20 Ober PCR erhaltenen und in pT7T3-19 klonierten cDNA ist in Fig. 4A angegeben. Der variante Teil umfaCt 
1014 bp (Oder 338 AminosSuren), welcher zwischen Nukleotidpositionen 782 und 783 der "normalen" 
sCD44 RNA inserted ist. Die Sequenz dieses varianten Bereichs ist in fOnf Sektionen Oder DomMnen 
unterteilt. was in Obereinstimmung ist mit dem Auffinden von kleineren PCR Produkten. welche genau 
definierte Bereiche des grofiten Klons (aus LCLC97) umfassen. Aufgrund der Tatsache. daB derartige Klone 

26 wiederholbar aus verschiedenen Zellinien isoliert werden konnten, ist abzuleiten, dafl diese fOnf Domanen D 
I bis D V der LCLC97 Zellinie (Fig. 4A) funf unterschiedliche Exons wiederspiegeln. welche. Ober 
differentielles RNA-Splicing, die RNAs hervorbringen, von denen die PCR Klone abstammen. Die Existenz 
derartiger Domanen konnte durch Auffinden gleicher VerhSltnisse bei Ratten Tumorzellinien bestatigt 

30 Eto schematischer Uberblick Qber die Verhaltnisse, wie sie bei LCLC97 vorliegen, zeigt Fig. 4B. Ober 
PCR wurde nach bekannter Methode (U. GQNTHERT et al.. 1991, loc. cit.) ein zum ISngsten Spleifl-Produkt 
in LCLC97 Zellen homologer cDNA Klon aus der metastasierenden Ratten Tumorzellinie BSpASML isoliert. 
Ein Vergleich der davon abgeleiteten Aminosauresequenz mit derjenigen des menschlichen Klons (aus 
LCLC97) zeigt Fig 4A Die Position der Insertion dieser varianten Sequenzen unterscheidet sich in drei 

35 Aminosauren (Aminosaure Position 222 beim Menschen, Position 226 bei der Ratte). Die Domane I zeigt 
83%, Domane II 83%, Domane III 71%, Domane IV 82% und Domane V 66% Homologie gegenUber den 
entsprechenden Aminosauresequenzen der Ratte. 

Die zur LCLC97 in Fig. 4A korrespondierende cDNA der Ratte, welche einem Tumor metastatisches 
Potential verleiht (U. GONTHERT et al., 1991, loc. dt.), umfaflt die Aminosauren 258 bis 420 und codiert filr 

40 die Domanen II und III. Die Aminosauresequenz dieser beiden Domanen ist identisch mit denenigen von 
der cDNA des Klons pMeta-1 abgeleiteten Aminosauresequenz der von U. GUNTHERT et al., 1991. toe. cit. 
publizierten BSp73ASML spezifischen Extradomane. 

Beispiel 3: Immunsuppressive Wirkung des gegen vCD44 gerichteten monoklonalen Antikdrpers 1.1 ASML 

45 

3.1 EinfluB von Anti-vCD44 (1.1 ASML) auf die humorale Immunantwort 

In BOX Ratten wurden zum Zeitpunkt der Antigenverabreichung 200 ug des monoklonalen Antikdrpers 
1 1ASML intravenos injiziert. Als T-Zell unabhangiges Antigen wurden 50 ug 2,4,6-Trinitrophenyl-Lipopoly- 

50 saccharid (TNP-LPS) (J.M. FIDLER, Cellul. Immunol. 16, 223. 1975) und als T-Zell abh&ngiges antigen 
5x10 s Zellen des Hapten-Proteinkonjugats 2.4.6-Trinitrophenyl-rote Pferdeblutzellen (TNP-HRBC) (M.B. 
RITTENBERG Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 132. 575-581, 1969) fOr die Immunisierung der Ratten intraperito- 
neal appliziert. Die Anzahl der antigen-spezifischen Plaque bildenden Zellen (plaque forming cells. PFC) 
wurden 3 und 5 Tage nach der Antigenapplikation bzw. Injektion von 1.1 ASML bestimmt, wobei als 

55 Zielzellen Konjugate von 2,4,6-Trinitrophenyl mit Schaferythrozyten (sheep red blood cells. TNP-SRBC) und 
HRBC (Pferdeerythrozyten bzw. horse red blood cells) verwendet wurden. Die PFC wurden nach einer 
Modifikation (M. ZOLLER & G. ANDRIGHETTO. Cellul. Immunol. 89, 310, 1984) des hamolyt.schen Plaque 
Assays (N K JERNE & A.A. NORDIN, Science 140, 405, 1963) bestimmt. Die Mengenbestimmung an Anti- 
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TNP AntikSrper im Serum der immunisierten Ratten wurde nach bekannter Methode durchgefUhrt (M. 
ZOLLER, Scand. J. Immunol. 3^, 619, 1990), indem Serum Titrationskurven mit Standardkurven von 
gereinigten Anti-TNP monoklonalen Antikorpern uber ELISA (E. ENGVALL & P. PERLMAN, J. Immunol. 
109 , 129, 1982) verglichen wurden. 

Die Immunantworten sowohl gegen das T-Zell unabhangige Antigen als auch gegen das T-Zell abhangige 
Antigen wurden in Gegenwart von 1.1ASML stark erniedrigt bzw. supprimiert. Die Anzahl antigenspezifi- 
scher PFC wurde auf 8% bis 21% gegenUber kontroHstimulierten Tieren reduziert, ebenso wurde der 
entstandene Serum-Antikorper Spiegel unterdruckt (Tabelle I) 



Tabelle I 



15 



20 



EinfluB von Anti-vCD44 1.1ASML auf die Aktivierung von B Zellen 


Antigen 


mAB 


PFC/10 5 SC* 


Serum anti-TNP (mg/ml) 






anti-TNP 


anti-HRBC 




TNP-LPS 




620 




108.0 




1.1ASML 


52 




6.1 


TNP-HRBC 




214 


1582 


5.4 




1.1ASML 


20 


337 


2.7 



'SC = Milzzellen 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



Diese Daten erlauben die Interpretation, dafl der Antik6rper entweder nur Ober die Hemmung der B- 
Lymphocytenstimulierung funktloniert Oder da/5 sowohl B- als auch T-Lymphocyten blockiert werden. 

Die Expression von vCD44 war jedoch nicht nur fOr die humorale sondern auch fOr die zellulSre 
Immunantwort erforderlich. 

3.2. Einflui3 von Anti-vCD44 auf die Aktivierung von T-Lymphocyten 

Die Effizienz einer allogenen Stimulierung wurde 4 Tage nach Immunisierung durch Bestimmung der 
Proliferation von T-Zellen nach erneuter Stimulierung in vitro ermittelt. Die dafUr benutzten DA Ratten 
wurden entweder nur mit 5x1 0 7 bestrahlten Lymphocyten (3000R) von BDX Ratten, oder mit bestrahlten 
BDX Lymphocyten plus 1.1ASML (200 ug). Ihre MHz- und Lymphknotenzellen wurden mit bestrahlten BDX 
Lymphocyten in vitro restimuliert. Die Milzen und Lymphknoten wurden 5 Tage spater gesammelt. Die 
Organe wurden" vorsichtig zerdrUckt und nach Waschen in 15 ml RPMI 1640 wurden die Zellen eingestellt 
auf 3x1 0 e Zellen/ml RPMI1640, supplementiert mit L-Glutamin (4 mM), Antibiotika (34 uM Penicillin, 32 uM 
Streptomycin), 5x10~ 5 M 2-Mercaptoethanol, 10~ 3 M HEPES Puffer und 2% hitzeinaktiviertes Rattenserum 
(RPMI-s). Aliquote der Zellsuspension wurden dreifach in U-formig vertieften Mikrotiter-Platten titriert. Zu 
jeder Vertiefung wurden 1.5x10 s bestrahlte (3000R) BDX Lymphocyten in lOOul RPMI-s dazugegeben, 
sowie gegebenenfalls in einer Endkonzentration von 10ug/1ml RPMI-s Uber Protein A Sepharose 4B 
Chromatographie (Pharmacia) gereinigte monoklonale Antikorper 1.1ASML. Die Kulturen wurden fOr 72h bei 
37 *C mit 5%iger CO2 Begasung zur Atmosphare inkubiert. Die Proliferation der DA Lymphocyten wurde 
durch Zugabe von 50uCi 3 H-Thymidin im Laufe der letzten 8 Stunden der Kultivierung bestimmt. 

Der Einbau von 3 H-Thymidin als MaJ3 fur die Proliferation von T-Zellen und Milzzellen von solchen 
Ratten, die zusammen mit 1.1ASML allogen immunisiert wurden, war, im Vergleich zu Zellen von Ratten, 
die in Abwesenheit des Antikorpers immunisiert wurden, drastisch reduziert. Dieses Resultat war bestehen 
geblieben, unabhangig davon, ob Milzzellen und Lymphknotenzellen nur mit allogenen Zellen allein oder mit 
allogenen Zellen plus 1.1ASML restimuliert wurden (Fig. 5). 

3.3 Einflufi von Anti-vCD44 auf die Aktivierung von cytotoxischen T-Zellen 

Gegenuber der T-Zell Proliferation in Beispiel 3.2. wurde die cytotoxische Aktivitat nach dem siebten 
Tag der allogenen Stimulation bestimmt. Hinsichtlich der Notwendigkeit von vCD44 wan rend der Reifung 
und/oder Aktivierung von cytotoxischen T Zellen (CTL) ergab sich das praktisch identische Bild wie unter 
Beispiel 3.2. (Fig. 5). In Gegenwart von 1.1ASML wurde die Zahl an cytotoxischen T-Lymphocyten drastisch 
reduziert (Fig. 6). 
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Milzzellen aus DA Ratten (DA Milzzellen), welche mit BDX Lymphocyten wie unter Beispiel 3.2 
beschrieben immunisiert worden waren, wurden 7 Tage nach der Immunisierung gesammelt und auf 
cytotoxische Aktivitat gegen BDX Lymphoblasten getestet (primare CTL). 

Unmittelbar nach Immunisierung gewonnene DA Milzzellen wurden auf 1x10 7 Zellen/ml RPMI-s einge- 
stellt Aliquote der Zellsuspension (Effektorzellen, E) wurden in U-formig vertietten Mikrotiter-Platten titnert 
und 100ul Zielzellen (Targetcells, T, 1x10* 51 Cr-markierte BDX Concanavalin A Lymphoblasten) wurden 
dazugegeben. Nach 6stundiger Inkubation bei 37- C wurden die Platten zentrifugiert, Aliquote der Uberstan- 
de wurden entnommen und die radioaktive Strahlung des 51 Cr in einem 7 -Zahler bestimmt. In Fig. 6 ist der 
gemittelte Prozentsatz der spezifischen Radioaktivitat aus drei Werten dargestellt. 

Patentanspruche 

1. Verwendung von gegen variantes CD44 (vCD44) Oberflachenprotein eines Saugetieres, oder Teilen 
davon, gerichtete Antikorper zur Herstellung einer pharmazeutischen Preparation fUr die Erzeugung 
einer Immunsuppression in einem Saugetierorganismus. 

2. Verwendung der Antikorper nach Anspruch 1 zur Verringerung und/oder Unterdruckung einer Immun- 
antwort. 

3. Verwendung nach AnsprUchen 1 oder 2 zur therapeutischen Behandlung von immunregulatortschen 
Storungen und/oder Erkrankungen. 

4. Verwendung nach AnsprUchen 1 oder 2 zur Prevention und/oder Prophylaxe immunregulatorischer 
Storungen und/oder Erkrankungen. 

5. Verwendung nach Anspruch 1 zur Kontrolle und/oder Diagnose einer immunregulatorischen Storung. 

6. Verwendung nach AnsprUchen 1 bis 3, zur Verhinderung und/oder therapeutischen Behandlung von 
Krankheiten und Zustanden bei denen eine vorrUbergehende oder dauerhafte Verringerung oder 
Unterdruckung einer Immunantwort erforderlich ist. 

7. Verwendung nach Anspruch 6 zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen. 

8. Verwendung nach Anspruch 6 zur Behandlung von allergischen Erkrankungen. 

9. Verwendung nach Anspruch 6 zur Behandlung von degenerativen, endzQndlichen, profiferativen 
und/oder hyperproliferativen Erkrankungen. 

10. Verwendung nach Anspruch 9, zur Behandlung von Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises, 
von Multipler Sclerose, Psoriasis, atopischer Dermatitis. 

11. Verwendung nach Anspruch 6, zur Verhinderung der Gewebe- und/oder Organabstofiung von transplan- 
tierten Geweben oder Organen. 

12. Verwendung nach AnsprUchen 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, da/J der Saugetierorganismus ein 
menschlicher Organismus ist. 

13. Verwendung nach AnsprUchen 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB der Antikorper ein monoklonaler 
Antikorper ist. 

14. Verwendung eines AntikSrpers nach einem der AnsprUche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dafl der 
Antik5rper ein vCD44 OberflSchen protein Oder Teile davon erkennt. welches mindestens als ein 
zusStzlicher Anteil zur normalen CD44 Domane (sCD44) vorliegt. 

15. Verwendung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, da!3 der monoklonale Antikorper das Epitop, 
definiert durch die Aminosauresequenz E-E-A-A-T-Q-K-E-K-W, erkennt. 
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16. Verwendung nach AnsprUchen 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daj3 der AntikoVper ein Fragment 
Oder ein Derivat davon ist Oder ein chimarer Oder HybridantikSrper, ein anti-idiotypischer AntikSrper 
Oder ein bispezifischer Antikorper ist. 

17. Verwendung nach einem der AnsprUche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dai3 die den AntikoVper 
enthaltende pharmazeutische Praparation als gebrauchsfertige Losung, als Trockenpraparat in einer fOr 
die Rekonstitution geeigneten Form oder als Kit vorliegt. 

1a Verwendung nach Anpruch 17, dadurch gekennzeichnet, dafl die den Antikorper enthaltende pharma- 
zeutische Praparation in einer enteral oder parenteral, systemisch, lokal und/oder topisch zu verabrei- 
chenden Applikationsform vorliegt. 

19. Verwendung nach AnsprUchen 17 und 18, dadurch gekennzeichnet, dafi die den Antikorper enthaltende 
pharmazeutische Praparation in einer fiir die Injektion, Infusion oder Perfusion geeigneten Darrei- 
chungsform vorliegt. 

20. Verwendung einer Hybidomzellinie, welche einen Antikorper nach einem der AnsprOche 1 bis 16 
sezerniert, zur Herstellung einer pharmazeutischen Praparation fUr die Erzeugung einer Immunsuppres- 
sion in einem Saugetierorganismus. 

21. Verwendung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dafl die Hybridomzellinie einen monoklonalen 
Antikorper, der das Epitop, definiert durch die Aminosauresequenz E-E-A-A-T-Q-K-E-K-W, erkennt, 
sezerniert. 

22. Pharmazeutische Praparation zur Erzeugung einer Immunsuppression in einem Saugetierorganismus 
enthaltend mindestens einen gegen variantes CD44 (vCD44) Oberflachen protein eines Saugetieres, 
oder Teilen davon, gerichteten Antikorper. 

2a Pharmazeutische Praparation nach Anspruch 22 zur Verringerung und/oder UnterdrOckung einer 
Immunantwort. 

24. Pharmazeutische Praparation nach AnsprUchen 22 oder 23 zur therapeutischen Behandlung von 
immunregulatorischen Storungen und/oder Erkankungen. 

25. Pharmazeutische Praparation nach AnsprUchen 22 oder 23 zur Prevention und/oder Prophylaxe 
immunregulatorischer Storungen und/oder Erkrankungen. 

26. Pharmazeutische Praparation nach einem der AnsprUche 22 bis 25 zur Verwendung oder Behandlung 
bei Zustanden oder von Erkrankungen nach einem der AnsprUche 6 bis 11. 

27. Pharmazeutische Praparation nach einem der AnsprUche 22 bis 26 enthaltend einen Antikorper gema/3 
AnsprUchen 13 bis 16. 

2a Diagnostisches Mittel zur Kontrolle und/oder Diagnose einer immunregulatorischen Storung in einem 
Saugetierorganismus enthaltend mindestens einen gegen vCD44 oder einen Teil davon gerichteten 
Antikorper, ein Derivat oder ein Fragment davon. 

2a Kit fUr die therapeutische Oder diagnostische Verwendung zur Erreichung einer Immunsuppression oder 
zum Erkennen eines immunregulatorischen Zustands enthaltend mindestens einen gegen vCD44 oder 
einen Teil davon gerichteten Antikorper, ein Derivat Oder ein Fragment davon. 
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